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RESUMO 
 
Dentre as neoplasias malignas, as que ocorrem no sistema nervoso central (SNC), 
representam um grande desafio para a oncologia clínica e para a pesquisa. O 
glioblastoma é um glioma de grau IV, caracterizado por alta malignidade, presença de 
necrose (células mortas) e o aumento de vasos sanguíneos em torno do tumor. Dentre 
os tratamentos existentes está o uso de Temozolamida na quimioterapia, que embora 
possa causar toxicidade hematológica e náusea, tem um perfil de efeito colateral mais 
favorável do que outros regimes quimioterápicos comumente usados. No entanto, por 
razões que ainda precisam ser elucidadas, a resposta clínica não é totalmente 
eficiente, requerendo ainda investigação sob o efeito exato da TMZ na malignidade 
das células de glioblastoma. Em adição a isso, o ouro, em porções nanométricas 
(NPAu) tem apresentado propriedades anticancerígenas e antioxidantes. Com isso o 
objetivo desse estudo foi verificar o efeito da temozolamida associada ou não a 
nanopartículas de ouro sobre células GL261. Células GL261 foram cultivadas em meio 
DMEM em placas de 96 poços durante 24h. Em seguida foi adicionado TMZ e/ou 
NPAu em diferentes concentrações e incubadas por mais 24h a 37°C. 24h após foi 
avaliado a viabilidade celular através do MTT e a produção de ERO através de DCF. 
Nossos resultados mostraram que quando o TMZ foi associado as NPAu, todas as 
concentrações utilizadas fizeram com que houvesse uma redução na viabilidade 
celular e um aumento na produção de ERO quando utilizada a concentração de 250 
uM/ml + 7,8 ug/ml. Tomados em conjunto nossos dados sugerem que o TMZ tem seu 
efeito potencializado quando associado as NPAu, no entanto ainda são necessários 
mais estudos testando outras concentrações e outros parâmetros envolvidos. 
 




Among the malignancies, those that occur in the central nervous system (CNS), 
represent a major challenge for clinical oncology and research. Glioblastoma is a grade 
IV glioma characterized by high malignancy, presence of necrosis (dead cells) and 
enlargement of blood vessels around the tumor. Among existing treatments is the use 
of Temozolamide in chemotherapy, which although may cause hematological toxicity 
and nausea, has a more favorable side effect profile than other commonly used 
chemotherapy regimens. However, for reasons that still need to be elucidated, the 
clinical response is not fully efficient, requiring further investigation into the exact effect 
of TMZ on glioblastoma cell malignancy. In addition to this, gold in nanometric portions 
(NPAu) has shown anticancer and antioxidant properties. Thus, the aim of this study 
was to verify the effect of temozolamide associated or not with gold nanoparticles on 
GL261 cells. GL261 cells were cultured in DMEM in 96-well plates for 24h. TMZ and / 
or NPAu were then added at different concentrations and incubated for an additional 
24h at 37°C. 24h later cell viability by MTT and ROS production by DCF were 
evaluated. Our results showed that when TMZ was associated with NPAu, all 
concentrations used resulted in a reduction in cell viability and an increase in ROS 
production when 250 uM / ml + 7.8 ug / ml were used. Taken together, our data suggest 
that TMZ has its potentiated effect when associated with NPAu, however further 
studies are needed to test other concentrations and other parameters involved. 
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Ainda que o avanço na medicina tenha sido considerável nas últimas 
décadas, o diagnóstico precoce, a terapia adequada e um resultado promissor para 
pacientes com câncer continuam a ser grandes desafios. Sendo assim, o câncer ainda 
representa uma das principais preocupações de saúde pública, por apresentar alta 
complexidade e ser uma doença muito agressiva (Kaufmann e Chiocca, 2014; Zottel 
et al., 2019). A estimativa para o Brasil (2018/2019) indica a ocorrência de 600 mil 
novos casos de câncer, para cada ano (INCA, 2018). 
Quanto a malignidade, um câncer pode ser caracterizado como benigno 
quando células desordenadas crescem em apenas um local específico do corpo, de 
forma devagar, e trazem semelhanças aos tecidos originais. Esse tipo de câncer 
raramente constitui risco de morte. Já um câncer caracterizado como maligno, 
apresenta um crescimento desordenado e incontrolável das células, em grande 
quantidade e agressivo, o que deixa a pessoa debilitada e, em grande parte dos casos, 
traz risco de morte a curto, médio ou longo prazo, conforme as condições clínicas e 
avanço da doença em cada situação (Ministério da Saúde, 2019). 
Dentre as neoplasias malignas, as que ocorrem no sistema nervoso central 
(SNC), representam um grande desafio para a oncologia clínica e para a pesquisa. A 
mortalidade dos pacientes com cânceres do SNC é uma das mais altas entre todos 
os cânceres, já que estes têm morfologia complexa e são relativamente resistentes 
ao tratamento (Bailey et al., 2018; Zottel et al., 2019). Para o Brasil a estimativa para 
o biênio 2018-2019 é de 5,62 casos novos a cada 100 mil homens e 5,17 para cada 
100 mil mulheres, correspondendo à décima e à nona posições, respectivamente 
(INCA, 2018).  
Como a neoplasia mais frequente dentre os tumores do SNC, tem se os 
gliomas. Histologicamente, são classificados como astrocitoma (incluindo 
glioblastoma), oligodendroglioma, ependimoma e tumores oligodendrogliais e 
astrocíticos mistos e classificados de acordo com o grau de malignidade, de acordo 
com a Organização Mundial de Saúde, do Grau I ao Grau IV. A grande maioria é 
caracterizada por crescimento infiltrativo difuso no parênquima do sistema nervoso 
central (Lenting et al., 2017). Entre os gliomas, os glioblastomas representam a forma 
mais comum e letal de tumor cerebral maligno primário. É a forma mais agressiva 
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sendo comumente associada ao desencorajamento do prognóstico de sobrevida e 




O glioblastoma (GBM) é um glioma de grau IV, ou seja, de alta malignidade, 
que ocorre mais precisamente nos astrócitos. As características histológicas que 
diferenciam o GBM de todos os outros graus são a presença de necrose (células 
mortas) e o aumento de vasos sanguíneos em torno do tumor. Suas células podem 
migrar para longe do tumor, entretanto, o GBM raramente se espalhará em outras 
partes do corpo. (American Brain Tumor Association, 2014). Embora os GBM ocorram 
quase exclusivamente no cérebro, eles também podem aparecer no tronco cerebral, 
cerebelo e na medula espinhal (Davis, 2016). 
GBM podem se dividir ainda em primários e secundários. Os primários 
(90% dos GBM) se desenvolvem abruptamente a partir de células gliais, de forma 
agressiva, sendo mais comum em pessoas acima de 55 anos. Já os GBM secundários 
são encontrados mais comumente em pacientes jovens, podendo surgir a partir de 
metástases de tumores em outros órgãos, ou através da progressão de gliomas de 
baixo grau (astrocitomas difusos ou anaplásicos) (Kabat et al, 2010; American Brain 
Tumor Association, 2014). Ambos distinguem se principalmente pelas vias genéticas 
que se desenvolvem, como mostrado por Watanabe et al., (1996) onde mutações em 
TP53 foram incomuns em GBM primários, mas ocorreram com alta incidência em 
GBM secundários e a superexpressão do receptor de EGF (EGFR) prevaleceu nos 
GBM primários, mas foi rara nos GBM secundários (Ohgaki e Kleihues, 2013). 
À medida que o GBM vai aumentando de tamanho, devido a sua alta taxa 
de proliferação, ele passa a afetar as funções normais do cérebro. Uma vez que o 
crânio não pode expandir em resposta ao crescimento do tumor, os primeiros 
sintomas são geralmente devido ao aumento da pressão no cérebro. Dores de 
cabeça, convulsões, perda de memória e mudanças no comportamento são os 
sintomas mais comuns. Perda de movimento ou sensação em um lado do corpo, 
disfunção de linguagem e deficiências cognitivas também podem ocorrer (American 
Brain Tumor Association, 2014; Mayo Clinic, 2019). 
O crescimento do tumor é caracterizado por mudanças significativas tais 
como aumento dos sinais de fatores crescimento, insensibilidade a sinais 
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anticrescentes, falha no processo de apoptose, proliferação desregulada, 
angiogênese aumentada e aquisição de propriedades invasivas (Hanahan e 
Weinberg, 2000). Entre os diversos eventos bioquímicos, foi demonstrada a existência 
de conexões moleculares entre as vias de inflamação e estresse oxidativo e o 
desenvolvimento do câncer. Uma resposta inflamatória bem regulada pode ser um 
potencial anti-tumorigênico, porém, uma inflamação crônica é prejudicial e, entre 
outros efeitos deletérios, frequentemente predispõe as células a uma transformação 
oncogênica (Conti et al., 2010). 
Concomitante a isso, o potencial carcinogênico induzido pelo estresse 
oxidativo está relacionado à capacidade das espécies reativas de oxigênio (ERO) em 
induzir genotoxicidade e interferir em processos celulares cruciais. A acumulação de 
ERO pode danificar diretamente o DNA, através do aumento da mutação celular e/ou 
do aumento do fenótipo oncogênico, onde as alterações no DNA envolvendo quebras 
de cadeias, substituição de purinas ou pirimidinas e ligações cruzadas entre DNA e 
proteína acabam sendo as principais responsáveis pelo processo de carcinogênese 
(Tudek et al., 2010; Rinaldi et al., 2016). 
As razões pelas quais o tratamento do GBM continua sendo um grande 
desafio são diversas. Estas incluem a natureza infiltrativa do tumor, o que limita a 
completa remoção cirúrgica; a alta taxa proliferativa de células malignas; o 
aparecimento de clones celulares resistentes ao tratamento, pouco depois da terapia 
inicial; o impedimento relativo da barreira hematoencefálica, impedindo o acesso de 
agentes sistêmicos ao parênquima cerebral; a ativação de múltiplas vias de 
transdução de sinal e mutações genéticas específicas dentro do tumor; e a 
sensibilidade especial de certas áreas do cérebro à terapia de radiação (Delgado-




Com o passar dos anos e avanço na tecnologia, houve um progresso em 
técnicas de ressecção cirúrgica do tumor, radioterapia e estratégias quimioterápicas, 
entretanto a sobrevida média global do paciente atualmente é por volta de 15 meses 
(Ampie et al., 2015; Batash et al., 2017). Isso pode estar atribuído a diversos fatores 
tais como às limitações do tratamento, a natureza difusa do GBM e a compreensão 
incompleta da fisiopatologia do tumor (Carlsson et al., 2014). 
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Quanto a ressecção cirúrgica, esta pode variar de uma biópsia a uma 
ressecção quase total, dependendo de inúmeros fatores que incluem a localização do 
tumor e as comorbidades médicas do paciente. Devido à localização do tumor - onde 
movimento, sensação ou fala podem ser afetados - alguns tumores não podem ser 
completamente removidos. Logo, a remoção parcial do tumor pode ser realizada para 
diminuir a quantidade de inchaço no cérebro ou para reduzir a atividade convulsiva. 
Os objetivos da cirurgia são obter tecido tumoral para o diagnóstico e planejamento 
do tratamento, remover o máximo de tumor possível e reduzir os sintomas causados 
pela presença do tumor (American Brain Tumor Association, 2014). 
Evidencias retrospectivas sugerem que, quando possível, seja realizada a 
ressecção total bruta, uma vez que tem sido associada a maiores tempos de sobrevida 
e taxas de progressão do tumor em todos os grupos etários (Brown et al., 2016; Braun 
e Ahluwalia, 2017). O benefício da cirurgia também foi demonstrado em um estudo, 
onde a idade média dos pacientes era de 59,4 anos, no qual os autores modelaram 
os fatores que afetam a sobrevida individualizada após a ressecção cirúrgica, 
encontrando através disto, uma vantagem de sobrevida associada a qualquer grau de 
ressecção (Marko et al., 2014). No entanto, como as células possuem característica 
altamente invasiva, esses tumores podem não ser totalmente removidos, sendo 
necessário radioterapia e/ou quimioterapia para tratar o tumor remanescente 
(American Brain Tumor Association, 2014). 
A radiação pós-operatória está associada a um benefício de sobrevida e a 
uma melhor qualidade de vida quando comparada aos cuidados de suporte isolados 
(Braun e Ahluwalia, 2017). Existem diferentes tipos de radiação, sendo a radiação de 
feixe externo a radiação “padrão”, dada cinco dias por semana por cinco ou seis 
semanas. A radiação convencional para GBM geralmente é direcionada ao local do 
tumor e à área ao redor do tumor. Uma forma de “radiação local” pode ser usada para 
aumentar a radiação convencional, onde esta trata o tumor enquanto protege as 
células saudáveis que rodeiam o tumor (American Brain Tumor Association, 2014). 
Em um estudo realizado com pacientes de ≥ 70 anos de idade, que 
receberam apenas cuidados de suporte ou radioterapia, foi visto um claro benefício 
de sobrevida (de 12,2 semanas) (Keime-Guibert et al., 2007). Outros regimes de 
tratamento têm sido investigados desde então, incluindo a terapia de radiação 
hipofracionada (HRT), em que a terapia de radiação é entregue em 3 semanas ou 
menos (Braun e Ahluwalia, 2017). Além disso, drogas sensibilizadoras de radiação e 
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quimioterapia durante a radioterapia estão sendo estudadas como formas de tornar 
as células tumorais mais sensíveis à radiação ou aumentar os seus efeitos (American 
Brain Tumor Association, 2014). 
No que diz respeito a quimioterapia, o uso de temozolamida (TMZ) é o 
padrão de tratamento em combinação com a radioterapia para pacientes jovens. A 
quimioterapia, além da radioterapia seguida de TMZ adjuvante, melhorou 
significativamente a sobrevida média (2 e 5 anos) em um grande estudo randomizado. 
Os tratamentos começam com a avaliação da rapidez com que a doença se 
desenvolveu (diretrizes ESMO) ou com a idade do paciente, seguida de status de 
desempenho (diretrizes NCCN). Portanto, para pacientes com até 70 anos de idade 
ou pacientes com bom status com mais de 70 anos, a terapia concomitante é 




O tratamento de radiação por feixe externo com TMZ concomitante e 
adjuvante tornou-se padrão para pacientes adultos com GBM, após estudo de 
referência publicado por Stupp et al., em 2005. A ação do TMZ se dá por meio da 
metilação do DNA, uma vez que esgota a enzima de reparo O6-metilguanina-DNA 
metiltransferase (MGMT), tornando-o especialmente eficaz naqueles pacientes cujos 
tumores abrigam um promotor MGMT metilado (Newlands et al., 1997). 
O TMZ é um agente oral com boa capacidade de penetração através da 
barreira hematoencefálica, devido a sua característica lipofílica, proporcionando 
modesta atividade antitumoral contra metástases cerebrais. Embora possa causar 
toxicidade hematológica e náusea, tem um perfil de efeito colateral mais favorável do 
que outros regimes quimioterápicos comumente usados, como procarbazina, 
lomustina e vincristina (Agarwala e Kirkwood, 2000; Ryabaya et al., 2017; Chua et al., 
2019). No entanto, por razões que ainda precisam ser elucidadas, a resposta clínica 
não é totalmente eficiente, requerendo ainda investigação sob o efeito exato da TMZ 
na malignidade das células de glioma e no mecanismo subjacente (Wang et al., 2016). 
Para pacientes GBM recém-diagnosticados, um tratamento de seis 
semanas de TMZ é administrado concomitantemente à radiação. Alguns oncologistas 
recomendam tomar o TMZ uma hora antes da radioterapia para maximizar seu efeito 
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radiossensibilizador, embora por razões práticas a administração noturna possa ser 
mais viável para alguns pacientes (American Brain Tumor Association, 2014). 
Drogas quimioterápicas alquilantes, como o TMZ, vem demostrando induzir 
autofagia citoprotetora em células cancerígenas, incluindo linhas celulares de GBM 
(Kanzawa et al., 2004). Em alguns casos, a autofagia retarda a apoptose em células 
tumorais por drogas antineoplásicas e o tratamento dessas células com os inibidores 
de autofagia aumenta a ação de drogas quimioterápicas induzindo citotoxicidade 
aditiva ou sinérgica e apoptose (Ma et al., 2011; Guo et al., 2012). Ryabaya et al., 
(2017) mostraram que a combinação de inibidores de autofagia cloroquina ou 
LY294002 e TMZ induziu citotoxicidade aumentada de agentes alquilantes em linhas 
celulares de melanoma humano, tornando esta combinação um potente tratamento 
antitumoral para o melanoma metastático. 
As alterações induzidas pela TMZ podem variar com base na dose e no 
método de entrega (Sanchez-Perez et al., 2013; Mathios et al., 2016). Embora TMZ 
melhore o prognóstico para pacientes com glioma, sua eficácia clínica é parcial e 
limitada, necessitando de mais bases técnicas e científicas. 
 
1.3 NANOPARTÍCULAS DE OURO 
 
Além da descoberta de novas drogas, a entrega destas ao cérebro é um 
grande desafio no tratamento de doenças do SNC. Procedimentos invasivos, como a 
ressecção de tumores, nem sempre são eficazes para o tratamento do câncer e são 
extremamente complicados e delicados. Uma alternativa possível para superar esse 
problema é usar a entrega sistêmica; no entanto, a barreira hematoencefálica (BHE) 
é um obstáculo devido à sua baixa permeabilidade, exigindo doses mais elevadas de 
fármacos, o que provoca aumento dos efeitos colaterais. A BHE inibe a administração 
de agentes terapêuticos ao SNC e evita que um grande número de drogas, incluindo 
antibióticos, antineoplásicos e neuropeptídeos, passe pelos capilares endoteliais para 
o cérebro (Aryal et al., 2015; Glaser et al., 2017). 
Na investigação por novas drogas, os avanços nas ciências de biomateriais 
têm se focado recentemente em nanopartículas para entrega em local específico de 
drogas anticâncer. Tais nanopartículas têm características distintas, incluindo alta 
estabilidade termodinâmica, boa biocompatibilidade, e circulação prolongada na 
corrente sanguínea, além de as mesmas ultrapassarem a BHE (nanopartículas de 
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metais) (Thambi e Park, 2014; Sintov et al., 2016). O ouro, em porções nanométricas 
tem demonstrado um efeito antiinflamatório devido a sua capacidade de reduzir 
citocinas pró-inflamatórias e a infiltração de macrófagos (Dohnert et al., 2012; Paula 
et al., 2015; Hwang et al., 2015; Somasuntharam et al., 2016). As nanopartículas de 
ouro (NPAu) vêm sendo investigadas ativamente em uma ampla variedade de 
aplicações biomédicas devido à sua biocompatibilidade e fácil conjugação com as 
biomoléculas. Os compostos de ouro receberam grande atenção como agentes anti-
inflamatórios porque podem inibir a expressão de NF-kB e as reações inflamatórias 
subsequentes (Paula et al., 2015). 
Estudos têm implicado que os mecanismos biológicos da 
radiossensibilização de NPAu podem estar envolvidos na detenção do ciclo celular e 
apoptose mediada pelo estresse oxidativo, necrose ou danos ao DNA. A eficácia de 
NPAu como potencial sensibilizador de radiação também foi determinada em múltiplas 
linhagens de células cancerígenas, no entanto, se NPAu também pode sensibilizar as 
células de glioma para a radiação ainda não está claro (Peidang et al., 2016). As NPAu 
também se tornaram objeto de estudos recentes como um potencial agente 
anticancerígeno devido à sua baixa toxicidade e capacidade de potencializar células 
tumorais para a terapia de radiação em virtude do elevado número atômico (Z) do 
ouro, estas podem aumentar a dose de radiação efetiva administrada às células 
tumorais através da propagação de elétrons e radicais livres induzidos pela radiação. 
Esses radicais livres podem danificar diretamente o DNA e induzir indiretamente a 
apoptose celular. Além disso, estudos mostram que o uso de NPAu como adjuvante 
à terapia de radiação melhora a sobrevivência de camundongos com tumores 






2.1 OBJETIVO GERAL 
 
 Verificar o efeito da temozolamida associada ou não a nano partículas de ouro 
sobre células GL261. 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 Avaliar a citotoxicidade por MTT em células GL261 tratadas com TMZ; 
 Avaliar a citotoxicidade por MTT em células GL261 tratadas com NPAu; 
 Avaliar a citotoxicidade por MTT em células GL261 tratadas com TMZ 
associada a NPAu; 
 Avaliar a produção de espécies reativas de oxigênio em células GL261 tratadas 
com TMZ; 
 Avaliar a produção de espécies reativas de oxigênio em células GL261 tratadas 
com NPAu; 
 Avaliar a produção de espécies reativas de oxigênio em células GL261 tratadas 








3.1 CULTURA DE CÉLULAS 
 
Para este projeto foi utilizada a linhagem celular de GBM murino GL261. 
Estas foram cultivadas em meio DMEM de alta glicose (Gibco by Life technologies), 
enriquecido com 10% de soro fetal bovino (Gibco by Life technologies) e 1% de 
penicilina / estreptomicina (Gibco, Invitrogen). Para o crescimento, as mesmas foram 
mantidas em incubadora umidificada com atmosfera de 5% de CO2 a 37°C, e 
monitoradas a cada 2 dias para avaliar seu crescimento e o consumo de seu meio. 
 
3.2 SÍNTESE DAS NANOPARTÍCULAS DE OURO 
 
NPAu de tamanhos médios de 20nm foram sintetizadas como descrito por 
Turkevich et al., (1951) com pequenas modificações, a partir de redução química do 
precursor metálico ácido tetracloroáurico (HAuCl4) (Sigma-Aldrich, MO, EUA) com o 
agente redutor e estabilizante citrato de sódio (Na3C6H5O7.2H2O) (Nuclear, SP, Brasil).  
O controle dimensional das nanopartículas foi efetuado variando-se a 
concentração do agente redutor. Inicialmente, 100 mL de 0,50 mM de ácido 
tetracloroáurico, foram transferidos para um balão de fundo redondo, a solução 
aquecida até 90 ºC e sob agitação a 700 rpm. Solução de citrato de sódio, previamente 
preparada, foi então adicionada, e o sistema foi mantido à temperatura descrita, 
agitando a 200 rpm durante 20 minutos. As soluções adquirem as colorações 
correspondentes a cada tamanho de NPAu sintetizadas apresentando um pH de 5,8. 
Por conseguinte, o pH foi ajustado a pH fisiológico com solução tampão e, 
posteriormente, centrifugadas (13.000 rpm por 15 min), lavadas duas vezes com água 
ultrapura e, finalmente, disperso em solução salina onde a concentração da solução 
também foi ajustada.  
As NPAu foram sintetizadas pelo Grupo de pesquisa em Biotecnologia 
aplicada ao desenvolvimento de novos fármacos do Laboratório de Fisiopatologia 
experimental da UNESC. 
 




Esse método visa avaliar a viabilidade celular, pela redução do MTT {(4,5-
dimethylthiazol-2-yl) -1,3-diphenylformazan} que em sua forma oxidada é solúvel em 
água e possui uma coloração amarela. Ao ser reduzido, o MTT se transforma em 
formazan, um sal de coloração roxa e insolúvel em água. Essa reação de redução 
ocorre nas mitocôndrias das células, fazendo com que a viabilidade celular seja 
diretamente proporcional à produção de formazan (MOSSMANN, 1993). 
Com isso, as células foram colocadas em placas de 96 poços, com 
concentração de 1.105/poço e incubadas por 24 horas em DMEM completo a fim de 
proporcionar o crescimento e aderência das mesmas. Após um período de 24 horas, 
o TMZ, as NPAu ou a associação dos dois foram adicionados aos poços, nas 
concentrações conforme a Tabela 1. Para este plaqueamento, foi retirado o meio 
completo da garrafa e descartado. Em seguida foi feita a lavagem dessa garrafa com 
PBS e colocado tripsina incubando-a por 5 minutos. Logo após retirou se a tripsina, 
passando a para um falcon e completando o mesmo com o dobro do meio. 
Centrifugou-se esse material por cerca de 2 minutos a 1200rpm. Essa centrifugação 
gerou um pellet de células vivas, do qual foi retirado 10µl e colocado em 990 µl de 
DMEM completo, homogeneizado e colocado na câmera de Neubauer para contagem 
das células vivas. 
O controle positivo do teste foi realizado utilizando apenas células GL261 
incubadas com DMEM completo, e para o controle negativo apenas DMEM completo, 
mimetizando 100% de células mortas. Após todos os procedimentos, a placa foi 
incubada por 24 horas em incubadora umidificada com atmosfera de 5% de CO2 a 
37ºC. No dia seguinte, o tratamento foi retirado e em seguida foi adicionado uma 
solução de 5mg/ml de MTT diluído em PBS, sendo pipetado na placa 200 µl/poço 
desta mistura e incubado por 3 horas. Após estas 3 horas, foi retirada a solução de 
MTT e adicionado 150 µl/poço de álcool isopropílico, a fim de solubilizar os cristais de 
formazan. Por fim, 100µl do conteúdo dos poços foram transferidos para outra placa 
e a mesma foi lida em um leitor por absorbância, em comprimento de onda de 540nm. 
A viabilidade celular foi determinada pela comparação dos resultados das 
absorbâncias dos tratamentos com as absorbâncias do controle (considerado como 
100% de viabilidade). 
 
Tabela 1: Concentrações utilizadas de Temozolamida, Nanopartículas de Ouro de 
20nm e a associação das duas em células GL261. 
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GL261 +TMZ GL261 + NPAu 20nm GL261 + TMZ + NPAu 20nm 
500uM/ml 65ug/ml 500uM/ml + 2,6ug/ml 
250uM/ml 23,3ug/ml 250uM/ml + 7,8ug/ml 
100uM/ml 7,8ug/ml 100uM/ml + 23,3ug/ml 
50uM/ml 2,6ug/ml 50uM/ml + 65ug/ml 
 
 
3.4 PRODUÇÃO DE ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO 
 
A geração de ERO intracelular foi mensurada usando 2',7'-
diclorofluorescina diacetato (DCF-DA), conforme relatado por Lebel (1990) com 
algumas modificações. Células GL261 (1×105) foram cultivadas em placas estéreis de 
96 poços por 24 horas. Em seguida foi retirado o meio de cultura e adicionado TMZ, 
NPAu ou a associação dos dois nas concentrações conforme a Tabela 1. Após 24hrs 
o tratamento foi removido e as células foram lavadas com PBS. Em seguida foi 
adicionado 200ul de uma solução de HBSS com DCF-DA (concentração final de 
10uM) por poço e incubado por 30min a 37ºC, protegendo a placa da luz. Após a 
incubação essa solução foi removida e adicionado apenas HBSS. A formação do 
derivado fluorescente oxidado (DCF) foi monitorado com excitação de 480nm e 
emissão de 525nm em espectrofotômetro SpectraMax (Califórnia, EUA). 
 
3.5 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 
 
Os dados foram expressos em média e desvio padrão e analisados 
estatisticamente por análise de variância (ANOVA) one-way, seguido pelo teste post 
hoc Tukey (viabilidade celular) e pelo teste de Newman-Kels (Produção de ERO). O 
nível de significância estabelecido para o teste estatístico é de P<0,05.  As análises 





4.1 VIABILIDADE CELULAR 
 
Para determinar se a TMZ afeta a viabilidade celular, as células GL261 
foram cultivadas em meio DMEM por 24h a 37ºC, e em seguida tratadas com TMZ 
nas concentrações de 500, 250, 100 e 50 uM/ml por mais 24h a 37ºC. Um ensaio MTT 
foi então utilizado para a análise da viabilidade celular. Os resultados indicaram que a 
viabilidade celular de células GL261 tratadas com TMZ diminuiu nas concentrações 
de 500 e 250 uM/ml como mostra a Figura 1, quando comparadas com o grupo 
controle de células GL261 não tratadas. 
 
 
Figura 1: Viabilidade celular de células GL261 quando tratadas com TMZ nas concentrações de 500, 
250, 100 e 50 uM/ml por 24h.O grupo controle mimetiza 100% de células viáveis não tratadas. Os 
dados estão expressos em média e erro padrão médio. A diferença estatística entre o grupo controle e 
as concentrações de TMZ foram obtidas através do teste one-way ANOVA seguido de Tukey 
considerando um p<0,05. *resultado significativo, quando comparado ao controle (CT). 
 
Para determinar se as NPAu afetam a viabilidade celular de células GL261, 
foi realizado o mesmo teste citado acima, no entanto com as concentrações de 65, 
23,3, 7,8 e 2,6 ug/ml, também por um período de 24hr a 37ºC. Os resultados indicaram 
que a viabilidade celular de células GL261 tratadas com NPAu diminuiu nas 
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concentrações de 65 e 23,3 ug/ml como mostra a Figura 2, quando comparadas com 
o grupo controle de células GL261 não tratadas. 
 
 
Figura 2: Viabilidade celular de células GL261 quando tratadas com NPAu nas concentrações de 65, 
23,3, 7,8, 2,6 ug/ml por 24h.O grupo controle mimetiza 100% de células viáveis não tratadas. Os dados 
estão expressos em média e erro padrão médio. A diferença estatística entre o grupo controle e as 
concentrações de TMZ foram obtidas através do teste one-way ANOVA seguido de Tukey considerando 
um p<0,05. *resultado significativo, quando comparado ao controle (CT). 
 
A TMZ e as NPAu foram também utilizadas em conjunto para analisar a 
viabilidade celular das células GL261, através do MTT. As mesmas foram utilizadas 
nas concentrações de 500uM de TMZ + 2,6 ug/ml de NPAu, 250uM de TMZ + 7,8 
ug/ml de NPAu, 100uM de TMZ + 23,3 ug/ml e 50uM de TMZ e 65 ug/ml de NPAu, 
incubadas também por 24hr a 37ºC. Os resultados mostraram que a viabilidade celular 
de células GL261 tratadas com a associação de TMZ + NPau diminuiu em todas as 
concentrações testadas como mostra a Figura 3, quando comparadas com o grupo 






Figura 3: Viabilidade celular de células GL261 quando tratadas com TMZ + NPAu nas concentrações 
de 500uM de TMZ + 2,6 ug/ml de NPAu, 250uM de TMZ + 7,8 ug/ml de NPAu, 100uM de tmz + 23,3 
ug/ml e 50uM e 65 ug/ml por 24hr. O grupo controle mimetiza 100% de células viáveis não tratadas. 
Os dados estão expressos em média e erro padrão médio. A diferença estatística entre o grupo controle 
e as concentrações de TMZ foram obtidas através do teste one-way ANOVA seguido de Tukey 
considerando um p<0,05. *resultado significativo, quando comparado ao controle (CT). 
 
A Tabela 2 faz um comparativo de todos os dados obtidos quanto a 
viabilidade celular em relação a exposição das células GL261 ao TMZ, as NPAu e a 
associação de ambos em diferentes concentrações. Os resultados mostraram que a 
associação da concentração de 100mM/ml de TMZ com a concentração de 23,3ug/ml 
fez com que a viabilidade celular diminuísse consideravelmente quando comparada a 
viabilidade das células expostas a apenas um dos dois compostos. 
 
Tabela 2: Análise comparativa dos dados obtidos em termos de porcentagem de 
viabilidade celular das células GL261 quando exposta ao TMZ, NPAu e a associação 






4.2 PRODUÇÃO DE ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO 
 
A produção de espécies reativas de oxigênio celulares foi determinada 
pelos níveis de oxidação do DCFH. Para isso, as células GL261 foram cultivadas em 
meio DMEM por 24h a 37ºC, e em seguida tratadas com TMZ nas concentrações de 
500, 250, 100 e 50 uM/ml por mais 24h a 37ºC. Como pode ser observado na Figura 
4, as concentrações de TMZ de 500 e 250 uM/ml não mostraram diferença significativa 
na produção de ERO. No entanto quando as células foram expostas as concentrações 
de 100 e 50 uM/ml houve significativa diminuição na produção de ERO, quando 
comparado ao grupo controle. 
 
 
Figura 4: Produção de espécies reativas de oxigênio em células GL261 quando tratadas com TMZ nas 
concentrações de 500, 250, 100 e 50 uM/ml por 24h.O grupo controle mimetiza 100% de células não 
tratadas. Os dados estão expressos em média e erro padrão médio. A diferença estatística entre o 
grupo controle e as concentrações de TMZ foram obtidas através do A diferença estatística entre o 
grupo controle e as concentrações de TMZ foram obtidas através do teste Newman-Keuls considerando 
um p<0,05. *resultado significativo, quando comparado ao controle (CT). 
 
Para analisar se as NPAu afetam a produção de ERO em células GL261, 
foi realizado o mesmo teste citado acima, no entanto com as concentrações de 65, 
23,3, 7,8 e 2,6 ug/ml, também por um período de 24hr a 37ºC. Como mostra a Figura 
5, as células que foram expostas as concentrações de 65 e 2,6 ug/ml mostraram uma 
diminuição significativa na produção de espécies reativas de oxigênio quando 





Figura 5: Produção de espécie reativas de oxigênio em células GL261 quando tratadas com NPAu nas 
concentrações de 65, 23,3, 7,8, 2,6 ug/ml por 24h.O grupo controle mimetiza 100% de células não 
tratadas. Os dados estão expressos em média e erro padrão médio. A diferença estatística entre o 
grupo controle e as concentrações de TMZ foram obtidas através do teste Newman-Keuls considerando 
um p<0,05. *resultado significativo, quando comparado ao controle (CT). 
 
A produção de ERO também foi avaliada em células GL261 expostas a 
associação do TMZ com NPAu nas concentrações de 500uM de TMZ + 2,6 ug/ml de 
NPAu, 250uM de TMZ + 7,8 ug/ml de NPAu, 100uM de TMZ + 23,3 ug/ml de NPAu e 
50uM de TMZ e 65 ug/ml de NPAu, incubadas também por 24hr a 37ºC. Como pode-
se ver na Figura 6, as células GL261, quando expostas a concentração de 250uM de 
TMZ + 7,8 ug/ml de NPAu, mostrou um aumento significativo na produção de ERO. 
No entanto quando exposta a concentração de 50uM de TMZ e 65 ug/ml de NPAu, foi 
visto uma diminuição significante na produção de ERO quando comparado ao grupo 
controle. As concentrações de 250uM de TMZ + 7,8 ug/ml de NPAu e 100uM de TMZ 




Figura 6: Produção de espécie reativas de oxigênio em células GL261 quando tratadas com TMZ + 
NPAu nas concentrações de 500uM de TMZ + 2,6 ug/ml de NPAu, 250uM de TMZ + 7,8 ug/ml de NPAu, 
100uM de TMZ + 23,3 ug/ml e 50uM de TMZ e 65 ug/ml de NPAu por 24hr. O grupo controle mimetiza 
100% de células não tratadas. Os dados estão expressos em média e erro padrão médio. A diferença 
estatística entre o grupo controle e as concentrações de TMZ foram obtidas através do teste Newman-
Keuls considerando um p<0,05. *resultado significativo, quando comparado ao controle (CT). 
 
A Tabela 3 faz um comparativo de todos os dados obtidos quanto a 
produção de ERO em relação a exposição das células GL261 ao TMZ, as NPAu e a 
associação de ambos em diferentes concentrações. Os resultados mostraram que a 
associação da concentração de 250mM/ml de TMZ com a concentração de 7,8ug/ml 
fez com que as ERO aumentassem consideravelmente quando comparada a 
produção de ERO das células expostas a apenas um dos dois compostos. 
 
Tabela 3: Análise comparativa dos dados obtidos em termos de porcentagem de 
produção de ERO em células GL261 quando exposta ao TMZ, NPAu e a associação 






Como o tipo mais comum de tumor no cérebro, o GBM tem uma alta taxa 
de morbidade e mortalidade e penetra facilmente no parênquima cerebral. Originado 
das células gliais, o GBM inclui tumores de tipos de células astrocíticas, oligodendrial, 
ependimárias ou mistas (Danyu et al., 2011). As causas primárias do GBM ainda não 
foram identificadas com precisão, no entanto, fatores ambientais como a exposição a 
radiações ionizantes de maior intensidade são atribuídos à maioria dos casos, e a 
predisposição genética é responsável por 5-10% dos casos de glioma (Kumari et al., 
2018).  
Medicamentos metilantes como o TMZ são amplamente utilizados no 
tratamento de tumores cerebrais, incluindo GBM. Este, é um agente de metilação do 
DNA que transfere um grupo metil na sexta posição da guanina no DNA (Zhang et al., 
2010). O O-6-metilguanina, um aduto de DNA, causa a parada do ciclo celular e, 
finalmente, a morte celular (Johannessen et al., 2008; Zhang et al., 2012; Kumari et 
al., 2018). Até o momento, os principais mecanismos de resistência conhecidos da 
TMZ estão relacionados à capacidade de reparo de DNA das células (Johannessen e 
Bjerkvig, 2012). No entanto, devido à fraca resposta ao fármaco ou recidiva do tumor 
observada no tratamento com TMZ, é razoável especular outros mecanismos que 
podem estar envolvidos na resistência aos medicamentos. Neste contexto Zhang et 
al., (2010) demonstraram que o tratamento de células de GBM com TMZ aumentou 
os níveis de ERO. Isso estava relacionado à ativação da proteína quinase ativada por 
AMP, levando à apoptose celular. Assim, o estresse oxidativo induzido pelo 
tratamento com TMZ pode desempenhar um papel importante na morte celular 
induzida por este fármaco (Rocha et al., 2016). 
Nos dias atuais, a nanotecnologia é um termo amplo que oferece um novo 
sistema de administração de medicamentos, podendo esta, introduzir avanços na 
superação dos problemas de solubilidade, estabilidade e melhoria do direcionamento 
e distribuição de drogas anticâncer (Fanciullino et al., 2013). As nanopartículas 
consistem em diferentes materiais biodegradáveis, tais como lipídios, lipossomas ou 
metais como ouro, polímeros naturais ou sintéticos, para desenvolver sistemas de 




Sendo assim, primeiramente em nosso estudo, as células GL261 foram 
tratadas utilizando diferentes concentrações de TMZ. As concentrações usadas foram 
escolhidas conforme as utilizadas em alguns outros trabalhos (Ryabaya et al., 2017; 
Resende et al., 2018; Kumari et al., 2018). Como pode ser visto na Figura 1, a 
viabilidade celular foi significantemente diminuída quando as células foram expostas 
24h ao TMZ nas concentrações de 500uM e 250uM. Resultado semelhante foi visto 
por Resende et al., (2018) onde células das linhagens U87MG (GBM humano), 
U251MG e U138MG (astrocitoma), foram expostas ao TMZ em uma concentração de 
250uM por 2, 48 e 72h. O TMZ causou um declínio progressivo na viabilidade celular 
dessas linhagens celulares com valores que variaram de 92% (2 h) a 52% (72 h). Isso 
pode estar relacionado ao fato de o TMZ atuar durante a replicação do DNA, tendo 
como consequência a parada do ciclo celular na fase G2 em células tumorais 
astrocíticas, o que por fim leva a morte celular (Sang et al., 2014).  
Em outro estudo realizado por Kumari et al., (2018), utilizando a mesma 
linhagem celular do nosso estudo, as células foram expostas ao TMZ em 
concentrações de 500uM e 100uM por 48h. Os resultados mostraram que, em ambas 
as concentrações, a viabilidade celular foi significantemente diminuída quando 
comparada ao controle, corroborando assim com nossos achados.  
Quanto a produção de ERO em células tratadas apenas com TMZ, em 
diferentes concentrações, os grupos mostraram resultado significativo apenas nas 
concentrações de 100 e 50 uM/ml, onde ouve uma diminuição na produção de ERO. 
Esse resultado corrobora com a análise da viabilidade celular, onde pode ser visto que 
essas mesmas concentrações não foram efetivas na diminuição da viabilidade celular. 
Em células cancerígenas, as ERO são geralmente consideradas oncogênicas porque 
foram implicadas na iniciação, progressão e metástase de cânceres, mas isso não é 
claro, já que as ERO também podem ser cruciais para a depuração do tumor. Com 
isso, o aumento na produção do estresse oxidativo pode estar diretamente ligado a 
mortalidade das células cancerígenas, uma vez que, uma das abordagens que vem 
sendo estudadas para matar células cancerosas, é introduzir um nível de ERO 
(exógeno) ainda maior nestas células, de modo a desencadear a morte celular 
(Takeuchi et al., 1996; Yang et al., 2013; Yang et al., 2018).  
O TMZ é frequentemente usado como terapia padrão para o glioma, no 
entanto o efeito curativo da TMZ é frequentemente comprometido devido ao reparo 
do dano ao DNA nas células tumorais. Portanto, o mecanismo subjacente aos efeitos 
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inibitórios da TMZ na progressão do tumor requer investigação adicional (Wang et al., 
2016). 
Além da descoberta de novas drogas, a entrega destas drogas ao cérebro 
é um grande desafio no tratamento de doenças do SNC. Procedimentos invasivos, 
como a ressecção de tumores, nem sempre são eficazes para o tratamento do câncer 
e são extremamente complicados e delicados. Uma alternativa possível para superar 
esse problema é usar a entrega sistêmica; no entanto, a BHE é um obstáculo devido 
à sua baixa permeabilidade, exigindo doses mais elevadas de fármacos, o que 
provoca aumento dos efeitos colaterais. Com o intuito de melhorar o transporte e 
atravessar a BHE, e ainda tentar diminuir a concentração das drogas já utilizadas, 
muitos pesquisadores vêm estudando novas nanotecnologias para superar esses 
obstáculos (Pardridge, 2015; Glaser et al., 2017). 
Em adição, em nosso estudo foi também utilizado NPAu em diferentes 
concentrações, incubadas durante 24h também em linhagem celular GL261. As 
concentrações escolhidas foram similares as de Steiner (2016), com algumas 
modificações. Como mostra a Figura 2, a viabilidade celular foi consideravelmente 
diminuída quando as células GL261 foram expostas as concentrações de 65 e 23,3 
ug/ml de NPAu pelo período de 24h.  
Steiner (2016) em seu trabalho com linhagem celular de melanoma 
B16F10, mostrou que concentrações de 70μg/ml, 23,3 μg/ml e 7,8 μg/ml 
apresentaram diminuição da viabilidade celular em sua linhagem B16F10 quando 
comparadas com o controle, apresentando 97,5%, 45,3% e 4,0% de morte celular, 
respectivamente, sendo em parte semelhante aos nossos resultados. Resultado 
similar também pode ser visto no estudo feito por Hussein et al., (2016) onde estes 
avaliaram o efeito das nanopartículas de ouro em células normais (linfócitos de 
pessoas saudáveis) e em células de câncer da linhagem HeLa e AMN3. Os resultados 
mostraram que as células cancerígenas foram mais afetadas que células normais, 
bem como a AMN3 mais afetada que a HeLa mostrando assim que o efeito das 
nanopartículas está relacionado ao tipo de células, concentração, período de 
incubação e também o tamanho das partículas, necessitando assim de mais estudos 
para elucidar seu mecanismo (Hussein, et al., 2016).  
Segundo El-Sayed et al., (2005) as NPAu se ligam a células cancerígenas 
mais do que a células normais porque as células cancerígenas expressam diferentes 
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grupos proteicos em sua superfície, que possuem anticorpos correspondentes que 
podem ser ligados a NPAu, especialmente NPAu conjugadas. 
Quando avaliada a produção de ERO em células GL261 expostas as NPAu, 
nossos resultados mostram uma diminuição significativa na produção de ERO em 
células expostas as concentrações de 65 e 2,6 ug/ml quando comparadas ao controle. 
As concentrações de 23,3 e 7,8 ug/ml não mostraram resultados significativos. Esse 
resultado pode também corroborar com o estudo de Yang et al., (2018) citado 
anteriormente, devido a diminuição na produção de ERO nas células expostas a 
concentração de 2,6ug/ml, mostrando que a baixa produção de ERO pode estar ligada 
ao fato de as células expostas a essa concentração de NPAu não ter mostrado 
redução na sua viabilidade, já que o aumento das ERO pode ser de grande 
importância na diminuição da viabilidade celular e consequentemente na eliminação 
do tumor. 
Com esses achados, foi testado o TMZ associado as NPAu, utilizando 
quatro concentrações diferentes (Tabela 1) para também avaliar a viabilidade celular 
e a produção de espécies reativas de oxigênio em células GL261 expostas a essa 
associação. Em relação a viabilidade celular, todas as concentrações utilizadas, 
fizeram com que houvesse uma diminuição significativa na viabilidade celular quando 
comparado ao grupo controle (Figura 3). Quando analisado as ERO (Figura 6), o grupo 
em que as células GL261 foram expostas a concentração de 250 uM/ml de TMZ + 7,8 
ug/ml teve um aumento significativo na produção de ERO quando comparado ao 
grupo controle e uma diminuição quando a concentração utilizada foi de 50 uM/ml de 
TMZ + 65 ug/ml de NPAu. 
A produção de ERO é um mecanismo compartilhado por todas as 
abordagens terapêuticas não-cirúrgicas para câncer, incluindo quimioterapia, 
radioterapia e terapia fotodinâmica, devido à sua implicação no desencadeamento da 
morte celular (Wang e Yi, 2008). Juntamente a isso temos as propriedades já vistas 
das NPAu, em estudos com células de câncer, onde além disso, estas possuem ainda 
propriedades na resposta inflamatória e no estresse oxidativo (Paula et al., 2015; 
Haupenthal et al., 2019). Quando comparamos as três diferentes exposições da 
linhagem celular GL261 (TMZ, NPAu e TMZ + NPAu), no que diz a viabilidade celular 
(Tabela 2), a concentração de 100 uM/ml de TMZ + 23,3 ug/ml de NPAu, mostrou uma 
diminuição significativa na viabilidade celular, quando comparada a exposição a 
apenas algum dos dois tratamentos (somente TMZ ou somente NPAu). 
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Quando comparamos a produção de ERO, nas três diferentes exposições, 
foi visto que quando a linhagem celular GL261 foi exposta a concentração de 250 
uM/ml de TMZ + 7,8 ug/ml, esta teve um significativo aumento quando comparado, 
não somente ao controle da mesma, mas também aos outros tratamentos isolados, 
mostrando com isso que quando o TMZ é associado as NPAu, a produção de ERO 
aumenta e, sugere-se que assim, consequentemente a viabilidade das células 
cancerígenas diminua, como observamos nos nossos resultados. 
Em estudo realizado por Lee et al., (2019), foi utilizado NPAu conjugadas 
com resveratrol, buscando induzir a parada do ciclo celular em linhagens de células 
MCF-7. Quando analisado a viabilidade celular, foi visto que essa conjugação foi 
efetiva na sua diminuição, em todas as concentrações utilizadas, quando comparado 
a apenas o resveratrol, o qual sabe-se também que tem eficácia relativamente baixa 
devido à sua rápida degradação durante o metabolismo no corpo humano (Davidov-
Pardo e McClements, 2015). Resultados semelhantes puderam ser vistos também no 
trabalho de Banerjee et al., (2019), onde foi utilizado peptídeos sozinhos e associados 
a NPAu ou nanopartículas de prata (NPAg) em linhagem celular HT-29 (câncer de 
cólon) e MB-231 (câncer de mama). Os resultados mostraram a melhoria da atividade 
das nanopartículas quando conjugadas aos peptídeos, onde a microscopia de corante 
fluorescente e o ensaio de fragmentação de DNA confirmaram o fato de que as 
nanopartículas conjugadas causam um nível mais alto de desintegração do DNA nas 
células que danificam consecutivamente e causam apoptose devido à letalidade. 
O medicamento anticancerígeno adequado deve ser capaz de manter sua 
eficácia e, ao mesmo tempo, reduzir seus efeitos colaterais, causados na 
quiomioterapia com os atuais medicamentos. Para desenvolver tais drogas, diversas 
substâncias químicas candidatas estão sendo investigadas, tais como as NPAu, além 
das drogas quimioterápicas tradicionais e a conjugação destas. Nossos resultados 
mostraram que quando o TMZ foi associado as NPAu, teve seu efeito potencializado 
no que diz respeito ao aumento da produção de ERO, ligado a diminuição da 
viabilidade celular. Foi visto ainda que uma concentração mais baixa (250 uM/ml) 
quando associada a NPAu teve efeito significativo, sendo este um resultado 
importante, pois elevadas concentrações de TMZ estão ligadas aos altos efeitos 
colaterais da quimioterapia. 
Embora o papel do TMZ tenha sido bem estabelecido para o GBM, ainda 
são necessários mais estudos testando outros parâmetros juntamente com outras 
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Tomados em conjunto, nossos dados mostraram que o uso de TMZ 
associado a NPAu foi capaz de diminuir a viabilidade celular da linhagem GL261 em 
todas as concentrações utilizadas e aumentar a produção de espécies reativas de 
oxigênio na concentração de 250uM/ml de TMZ + 7,8 ug/ml de NPAu, quando 
comparado ao uso de apenas um dos dois compostos. No entanto mais estudos ainda 
são necessários para elucidar o mecanismo pelo qual isso ocorre, como testar novas 
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